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Proteinkristallisationsverfahren 

Die Erfindung betrifft Verfiahren zur Kristallisatlon von Makromolekulen in einem 
Dreiphasensystenn, entsprechende Vorrichtungen, ein Dreipliasensystem, sowie 
die Verwendung In automatlslerten Krlstallisatlonsverfehren. 

Die Aufklarung von dreidimensfonalen Striikturen von biologlschen 
Makromolekulen erfolgt am genausten durch die Rontgenstrukturanalyse. 
Voraussetzung fur die Strukturaufklarung ist, dass die Makromolekule, wie 
Proteine oder deren Komplexe, als Einkristalle zur Verfugung stehen. 

Ubiicherweise wird versucht, Kristalle aus gesattlgten Losungen 
hochgereinlgter Proteine in Anwesenheit einer konzentrierten Losung 
entsprechender Saize oder Polymere (Polyethylenglycol usw.) zu gewlnnen. 
Dabei wird den Proteinlosungen das fur die Losllchkelt notwendige Wasser in 
einem bestimmten Zeitablauf mehr oder weniger entzogen, so dass durcii eine 
Fluktuation der ProteinmolekCrfe Assoziate unterschledlicher GroBe entstehen 
konnen. Das Entstehen von Nukleatlonskelmen ist die Voraussetzung fur die 
Bildung von Krfstallen. Diese Vorgange werden normalerweise empirisch 
erprobt. durch die Auswahi von verschiedenen Salzen In varilerenden 
lonenstarkebedingungen, pH-We.rten, Puffern, Polymeren, organischen 
Losungsmittein, Temperaturen usw., wobei ein Multiparameterproblem 
vorliegt. (McPherson, A., Crystallization of Biological Macromolecules, Cold 
Spring Harbor Press, New-York, 1999) 

Es stehen verschiedene Kristalllsatlonsverfahren zur Verfugung. Bel 
sogenannten Batch-Verfahren wird in einem geeigneten Probentrager das zu 
krlstailisierende Protein als konzentrlerte Losung eIner vorher deponierteh 
wassrigen Losung zugegeben oder umgekehrt (Chayen, E.; J. Crystal 
Growth. 1999, 196, 434-41). Da bel diesem System keine Anreicherung der 
Niederschlagsreagenzien uber einen langeren Zeitraum stattflndet, sondern die 
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Endkonzentrationen ber der. Applikation der Proteinlosung direkt eingestellt 
wird, sprlcht man von elnem „BatchverfBhren". Diese Methode ermogllcht 
keinen kontlnuierllchen Elntrltt in die metastabile Region eines 
Phasendiagramms. Somit geht der gFo6e Vorzug der klassischen 
Kristallisationsverfahren verloren (kinetische Eigenschaften und dynamlsche 
Endpunktbestimmung, siehe Rgur 1). 

Eine abgewandelte Methode zum Batchverfahren bestelit darin, an Stelle des 
reinen Paraffinols ein z.B. mit Dimethylsiloxan (DMS) versetztes ParafflnSI zu 
vferwenden, so dass eine kontlnuierliche Wasserdiffusion aus der LSsung 
stattfindet. Die l^etfiode eriaubt jedoch niclit die Einsteilung eines Endpunktes, 
da es sicin niclit urn ein gesclilossenes System tnandeit. Der groBe Nacliteil 1st, 
dass die Proteinlosung uber einen bestimmten Zeitraum komplett austrocknet. 
Sie ist somit fur die Kristallogenese nur bedlngt verwendbar (siehie Figur 1). 

Dagegen wlrd bei klassisclien l^ethoden (hanging/slttlng-drop) ein Tropfen 
einer Proteinlosung in einem geschlossenen GefaB mit elnem Reservoir einer 
w§ssrigen Losung einer vorgegebenen hoheren Konzentration unter 
Luftabschlussinkubiert. Mit der Zeit verdunstet Wasser aus dem Tropfen, so 
dass die Proteinkonzentratiofi kontinulerlich zunlmmt. Ein Endpunkt wlrd 
erreicht, wenn der Tropfen mit dem Reservoir Im Gleichgewicht stelit. Uber die 
Konzentration des uberschussigen Reservoirs ISBt sich somit der Endpunkt 
einstellten. 

Die Bereitstellung von Kristailen, die fur die Strukturaufklarung geeignet sind, 
ist jedoch oft mit groBen Schwierigkeiten verbunden oder nach den bekannten 
jviethoden uberhaupt nicht moglich. Haufig kommt es vor, dass eine geordnete 
Kristallisation aus nicht bekannten Griinden ausbleibt. Das Wechseispiel 
physikalisch-chemlscher Vorgange, die sich wahrend der Kristallogenese 
abspielen, Ist bis heute nicht eindeutig beschrieben, da sich die Kristallisation 
bisher einer konsequenten Analyse entzog. Wenn Kristalle erhalten werden, 
sind diese oft nicht von ausreichender GroBe oder Qualltat. 

In Anbetracht der groBen Fortschrltte, die in den letzten Jahren bei der 
Aufklarung von Gen-- und Proteinsequenzen durch automatislerte Verfahren 
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erzielt wurden, ist es wunschenswert, die zahlreichen neuen Proteine, die jetzt 
expremiert werden konnen, systematisch mit automatislerten Verfahren zu 
untersuchen. Auch haben Teilbereiche der Rontgenstrukturanalyse in den 
letzten Jahren gewaltige Effiziehzsteigerungen erfahren. Hlerzu trug unter 
anderem die Bereitstellung von Rontgenstrahlungsquellen hoher Brilllanz 
(Synchrotrone), sowi'e die Bereitstellung effizienter Hard- und Software fQr die 
Dateninterpretation bei. Die bekannten Verfahren zur Kristalllsation von 
biologfschen MakromolekQIen konnten bislang jedoch nicht auf befriedlgende 
Art und Weise als automatisierte Hochdurchsatzverfahren durcligefuhrt werden 
(Chayen, N. E. und Saridakis, E.; Acta Cryst. 2002, D58, 921-27). Es besteht 
somit ein starkes Bedurfnis nach Verfahren zur Kristallisatlon von Proteinen, 
die einfach autonnatisiert werden konnen und somit ein Screening der 
mittlerweile verfugbaren Protelne und die systematische Erzeugung von 
Kristallen ermoglichen. 

Bel- automatisierten Diffusionsexperimenten nach der Hanging-Drop- oder 
SItting-Drop-Methode werden geschlossene Systeme durch silikonierte 
Glasdeckel oder mit selbstklebenden transparenten Folien verschlossen. Bei 
der Hanging-Drop- Methode muss ein Tropfen jeweils auf die Unterseite eines 
Deckels pipettiert werden, der Deckel umgedreht werden und ohne 
Beeintrachtigung des Tropfens Qber elnem. Flusslgkeltsreservoir aufgesetzt 
werden, das luftdlcht verschlossen werden muss. Fur den Roboter ist dies mit 
relativ vielen • aufwandigen Arbeitsschritten verbunden. Derartige 
automatislerten Verfahren sind nicht attraktiv hinsichtlich Kosten, 
Geschwindlgkeit und Reproduzierbarkelt und lassen sich nur schlecht mit 
kleinsten Probenvolumina realisieren (siehe auch Chayen und Saridakls, 2002). 

Bel automatislerten Batch-Verfahren werden von Robotern die In den 
entsprechenden Screening-Ansatzen verwendeten Losungen z.B. unter 
Parafflnol deponiert. Die wassrige Losung Ist somit direkt vor Ausdunstung 
geschCitzt. Dies Ist Insbesondere bel der Verwendung von kleinsten 
Probenvolumina wichtig, da durch geringste Wasserverluste die eingestellten 
Konzentrationen erhebllch varlleren konnen und somit die Reproduzierbarkeit 
beeinflussen (StorelnflQsse), Solche automatislerten Verfahren slnd mit den 
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ubiichen Nachteilen von • Batchverfahren verbunden/ da kelne 
Konzentrationsanderung und im Falle einer Konzentrationsanderung kein 
Endpunkt einstellbar ist. Die Anwendung adaptiver, auf statistischer Analyse 
beruhender Kristallisationsverfahren setzten jedoch eine genaue Kenntnis der 
Endkonzentratlon voraus. 

ber Erflndung llegt das Problem zugrunde, ein Kristallisationsverfahren 
bereltzustellen, dass die benannten Nachtelle der Verfahren nach dem Stand 
der Technik uberwindet. Insbesondere soli ermpglicht werden, mit relativ 
wenig Aufwand und relativ hoher Erfolgswahrscheinlichkeit moglichst 
homogene und groBe Kristalle von Makromolekulen zu erhalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren soil auch als automatisiertes Verfahren zum 
Screening von Kristallisationsansatzen geeignet sein. Insbesondere soli das 
automatlsierte erfindungsgemaBe Verfahren fiir Roboter einfach und mit relativ 
wenigen Arbeitsschrltten durchfuhrbar sein und die beschriebenen Nachteile 
aUtomatisierter Kristallisationsverfahren uberwinden. 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem wird uberraschenderwelse gelost 
durch ein Verfahren zur Kristallisatlon von Makromolekulen unter Verwendung 
eines GefaBes, enthaltend eind'^'untere wassrige und eine mittlere Phase, 

wobei eine wassrige Losung der Makromolekule in die mittlere Phase 
gegeben wird, 

wonach eine obere (hydrpphobe) Phase mit geringerer Dichte als die 
untere wassrige Phase uber die mittlere Phase geschlchtet wIrd, 

Oder 

eine obere (hydrophobe) Phase mit geringerer Dichte als die untere 
wassrige Phase uber die mittlere Phase geschlchtet wird, 

wonach eine wassrige Losung der Makromolekule In die mittlere 
Phase und/oder obere Phase gegeben wird, 

und inkubiert wird. 
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Die wassrige Losung der Makromolekule bildet dabei eine vierte Phase, die sich 
nicht unmlttelbar mit der unteren Phase vermischt. Im allgemeinen wird die 
vierte Phase In einer Menge zugegeben, dass sie einen Tropfen bildet. 
Vorzugsweise wandert die" vierte Phase nach Einbringen in das GefaS zur 
Phasengrenze zwischen der unteren und mittleren Phase. Eine Vermischung 
milt der unteren Phase, die ja ebenfalls eine wassrige Phase ist, findet nicht 
statt. Vielmehr verblelbt die vierte Phase mindestens so lange im System, bis 
der Kristailisationsprozess einsetzt. In alternativen Ausfuhrungsformen 
posltloniert sIch die vierte Phase an der Phase'ngrenze der mittleren und 
oberen .Phase Oder innerhalb der mittleren Phase. Entscheldend Ist, das keine 
unmittelbare Vermischung mIt der unteren wassrigen Phase stattflndet. 

Die Phasen des Kristaillsationssystems werden schematisch anhand von Rgur 
2 und photographisch durch Figur 3 verdeutlicht. In Rgur 3 ist eine vierte 
tropfenformige Phase zwischen den Phasengrenzen der mittleren und oberen 
Phasen posltloniert. Die Phasengrenze ist in Rgur 3 nicht deutlich zu erkennen, 
jedoch zeigt Rgur 4 eine GroSaufhahme einer vierten Phase an der 
Phasengrenze der mittleren und unteren Phase. In diesem metastabllen 
Zustand verblelbt die vierte Rhase Qber einen langeren Zeltraum und dringt 
nicht in die untere wassrige Phase ein. 

Die vierte Phase vermischt sich solange nicht vollstandig mIt der unteren 
Phase, bis die Kristallisation in der vierten Phase oder an einer Phasengrenze 
zur vierten Phase einsetzt. Vorzugsweise ist die vierte Phase fiir mindestens 6, 
12 Oder 24 Stunden unterscheidbar, besonders bevorzugt fur mindestens 2, 4, 
6, 14, 21 Oder 30 Tage. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform Ist das verwendete Gef^fS so 
ausgestaltet, dass die vierte Phase nicht in Kontakt mIt der unteren Phase 
kommen kann. Dabei Ist die vierte Phase vorzugsweise In einer Ausbuchtung 
und/oder Ausarenzuna iokalisiert. Rguren 6 und 10 zeioen schematisch, wie 
eine solche Ausfuhrungsform erflndungsgemaB reallsiert werden kann. Der 
Tropfen kann aufgrund einer physischen Barrlere nicht in die untere Phase 
gelangen. ErflndungsgemaB ist es moglich, in einem Dreiphasensystem mehr 
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als eine Makromolekullosung. als getrennte Phase zur Kristallisatlon zu brfngen. 
Rgur 7= zelgt eine erfindungsgemaBe Ausgestaltung des GefSBes mit drei 
Vertiefungen in der je drei raumlich getrennte vierte Phasen vorliegen i<6nnen. 
Derartige Ausgestaltungen sind erfindungsgemaB auch als I^ultiwellplatten 
realisierbar, die die gleichzeltige oder sequentielle Untersuchung einer Vielzahl 
von Proben eriauben. In einer bevorzugten Ausfuiirungsform wird ein 
Dreiplnasensystem vor Zugabe der vierten Phase erstellt. In einer weiteren 
Ausfuhrungsform wird die vierte Phase in den Ausbuchtungen und/oder 
Ausorenzunqen zuerst vorgeiegt und anschlieBend das Dreiphasensystem 
erstellt. In einem Screenlngtest wird dann die Proteinlosung der wassrigen 
vierten Phase in einer der Ausbuchtungen und/oder A usorenzunqen zugegeben 
und kann durch Ausdunstung von H2O mit der unteren Phase wieder ins 
Gleichgewicht kommen. 

Durch die obere Phase findet iiber die Dauer des Kristallisationsvorgangs im 
wesentlichen keine Diffusion von H2O aus dem GefaB statt. In einer 
bevorzugten Ausfuhrungsfornn enthalt die obere Phase Paraffinol. Es kann aber 
jedes andere 6I oder jede andere Flussigkeit verwendet werden, die in der 
Lage ist, als obere Phase die Ausdunstung von Wasser aus dem Systehn 
einzuschranken. 

Die mittlere Phase wird so ausgewahit, dass eine Diffusion von H2O von der 
vierten Phase in die erste Phase stattfindet. Daher nimmt die Konzentration 
des MakromolekQIs in der vierten Phase kontinulerllcii zu. Da das 
Gesamtsystem im wesentlichen kein Wasser verliert, kann durch die Auswahl 
der Zusammensetzung der wSssrigen unteren Phase ein Endpunkt fur die 
Kristallisation eingestellt werden, bei dem die untere und die vierte Phase sich 
im Gleichgewicht befinden. 

Die mittlere Phase kann auch aus komplexen Gemischen, z.B, verschiedener 
Viskosltaten und/oder chejnlscher Natur bestehen. Desweiteren darf die 
mittlere Phase die diffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nicht 
unverhaltnismaBIg mindem. 
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Die mittlere Phase enlhalt in bevorzugten Ausfulirungsformen Hydroxy- 
terminiertes Dimetlnyisiloxan und/oder Phenylmethyl-Polysiloxane, 
insbesondere Phenyimethyl-Dlmethyi-Polysiloxane. Bei der Wahi der 
Flussigl<eit fur die mittlere Phase spielt insbesGT.dere deren Viskositat sowie im 
Falle des Phenylmethylsilil<on6ls das Verhaltnis der l^letliyl- zu den 
Piienylgruppen eine Rolle. 

Die untere wassrige Pliase enthalt vorzugsweise Saize, Puffersubstanzen, 
Poiymere und/oder organische Losungsmittei. 

Die wassrige Losung des ivial<romolel<uls enthait in bevorzugten 
Ausfuhrungsformen Saize, Puffersubstanzen, Poiymere und/oder organische 
Losungsmittei. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die wassrige Losung des 
Makrdmolekuls abgesehen vom MakromolekQI selbst die gleichen Bestandteile 
wie die untere wassrige Phase, jedoch in geringerer Konzentration. 
Die Makromolekule der vierten Phase, die erfindungsgemaB kristallisiert 
werden, sind in bevorzugten Ausfuhrungsformen Proteine, DNA, RNA, 
Komplexe von Makromolekulep, Proteinkomplexe, Protein/Ligandenkomplexe, 
DNA/Ligandenkomplexe, Protein/PLNA-Komplexe oder Protein/DNA-Komplexe. 
Allgemein konnen erfindungsgemaB Makromolekule, sowIe sonstlge groBere 
MolekQIe, biologischen oder synthetischen Ursprlings, kristallisiert werden. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Krlstalle von MakromolekQIen, die nach 
dem erfindungsgemaSen Verfahren erzeugt werden. Das Verfahren der 
Erfindung ist auch ein Herstellungsverfahren fur Kristalle vonMakromolekQIen. 

Gegenstand der Erfindung sind auch Strukturen von l^akromolekulen, die bei 
der Untersuchung von Kristallen, die durch das erfindungsgemaBe Verfahren 
erzeugt wurden, ermlttelt werden. 

Gegenstand der Erfindung Ist auch ein Dreiphasensystem zur Kristalllsatlon 
von MakromolekQIen, bei dem in einem GefaB drei Phasen ubereinander 
vorllegen, wobei diese eine untere -wassrige Phase, eine mittlere Phase und 
eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere wassrige 
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Phase sind. Die drei Phasen. sind vorzugsweise flussig. ErfindungsgemaB sind 
jedoch auch andere AusfCihrungsformen durchfuhrbar. So kann die untere 
Phase beispielsweise gelartig sefn. 

Das erfindungsgema&e Verfahren ermoglicht den Erhalt von relativ 
gl.eichmaBigen und gro6en Kristallen. Das Verfahren ist einfach, schnell 
durchfuhrbar und In hohem Masse reproduzlerbar, wobel das Problem der 
Verdunstung auch bel Verwendung gerlnger Protelnmengen nicht gegeben Ist. 
Je nach Ausfuhrungsform bestehen kelne oder nur geringe Wandkontakte mit 
dem ProbentrSger, was zu einer geringeren Nukleatlonsrate und somit 
groBeren" Kristallen fuhrt. Die Protelntropfen besitzen eine homogene Form und 
welsen Im Verglelch zu klasslschen Verfahren wenlger Storeffekte auf, was 
Verfahren der Bildaufnahme- und Bildbewertung verelnfacht. Durch die Wahl 
der zweiten Phase steht ein zusatzllcher Parameter bezQgllch der Dynamik der 
Einstellung des Endpunktes zur VerfQgung, der die Nukleationsrate 
mitbestimmt. 

Die Erfindung betrifft insbesondere auch die Verwendung des 
erflndungsgemSBen Verfahrens, der Vorrlchtung und/oder des 
Dreiphasensystems zur futomatlsierten •. Kristalllsation oder zum 
automatlsierten Screening. Das erfindungsgemSSe Verfahren Ist in hohem 
Masse geelgnet fur die Verwendung im Rahmen automatisierter, Roboter- 
gestiitzter Verfahren. Es sind Im Vergleich zu den klasslschen Methoden 
deutllch weniger Arbeitsschritte notig. Der Roboter muss ledlgllch die Losungen 
nacheinander pipettieren. In einer bevorzugten Anwendungsform sind die 
Losungen bereits vorpipettiert und die Losung des MakromolekQIs muB 
ledigllch zugefQgt werden. Die Applikation von Glasdeckein, das Drehen der 
Deckel, oder die Verslegelung des Systems mit Folie.oder ahnlichem sind nicht 
mehr erforderlich. Trotzdem geht die Kristallisatlon mit einem dynamisch 
einsteilbaren Endpunkt einher. 

Gegenstand der Erfindung Ist auch eine Vorrlchtung zur Kristallisatlon von 
Makromqlekiilen, bel der eine VIeizahl von ProbengefaBen zu einem 
Probentrager angeordnet sind rRnuren 8 und 11^. wobei der Probentrager 
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einen durchgSngigen Rand aufweist, der hoher angeordnet ist als die 
Offnungen der ProbengefaBe (Rgur 9 und 12 \ In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform weisen die ProbengefaBen jeweils mindestens eine erhohte 
Ausbuchtung und/oder Ausarenzuna auf (Figur 9 und. ...XZ). Diese 
Ausfuhrungsformen eignen sich Insbesondere fur die Automatlsierung unter 
Verwendung von Robotern. Es kann eine beliebige Anzatil von Probengefassen 
auf einem Probentrager angeordnet werden (in Figur 8 und 11 s ind 96 Proben 
angeordnet). Der Probentrager Ist gel<ennzeiclinet durcii einen erliohten Rand. 
Dadurcii wird die robotergestutzte Durchfuhriing des Verfahrens stark 
vereinfactit: Es wird in jedes ProbengefaB die untere wassrige Phase gegeben. 
Dabei ist darauf zu aciiten. das die Au si^uchtuna und/oder Ausqrenzung 
;^iiggesnart bleibt. Danacli wird diese mit der mittleren Phase uberschichtet, 
die vorzugsweise alle ProbengefaBe uber die Hohe der Ausbuchtung und/oder 
Ausarenzuna hinaus, jedoch unter den Rand der einzelnen ProbengefaBe 
auffQIIt. Danach erfolgt die Oberschichtung des gesamten Systems mit der 
oberen Phase. Dabei werden storende l^liniskuseffekte an der Oberflache 
unterbunden. 

Die Applikation der vierten Phase erfolgt dann jeweils in oder uber die 
ProbengefaBe wie beschrieben. Der Rand des Probentragers ist ausreichend 
hoch, um die obere Phase aufzunehmen. Vorzugsweise ist der Anteil des 
erhohten Randes an der Gesamthohe des Probentragers 2-50%, bevorzugt 5 
bis 30%, besonders bevorzugt 10 bis 20%. 

Bel der Automatlsierung des Verfehrens konnen die einzelnen ProbengefaBe 
Ausbuchtungen und/oder Ausorenzunaen auswelsen (Figur 9 und 12). In 
einem ProbengefaB konnen eine oder mehrere Ausbuchtungen und/oder 
Ausorenzunaen vorhanden sein, z.B. drei Ausbuchtungen wie In Figur 7. Es 
konnen auch eine Vielzahl von Ausbuchtungen und/oder Ausorenzunaen 
nemen einem Reservoir angeordnet sein. 

Durch diese erflndungsgemaSen Ausfuhrungsformen lassen sIch eine Vielzahl 
von Arbeltsschritten, auch PIpettierschritten, einsparen, was die Verwendung 
als automatlslerten Prozess stark erielchtert. Das Verfahren Ist Shnllch einfach 
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automatisiert durchfiihrfaar yyie Batchverfahren nach dem Stand der Technik, 
ermoglleht jedoch eine dynamlsche Einstellung eines Endpunktes und eines 
metastabllen Zustandes. Deswelteren konnen zeitlich versetzte Testverfahren 
an mehreren Protelnen realisiert werden,. j{/obei das Protein einer Ausbuchtung 
und/oder Ausarenzuna zugegeben wfrd, in die bereits vorlier die wassrige 
Losung (vierte Phase) vorgelegt wurde. Dies ermogliclit einen verringerten 
Verbrauch von CInemikalien und Probentragem. 

Bevor ein erfindungsgemaSes Drelpiiasensystem etabliert wird, ist es notig, 
die mittlere und die obere Phase so auszuwShlen, dass saubere Phasengrenzen 
erhalten werden und dass die Reihenfolge der Phasen (unten/l^itte/oben) sich 
wie gewunscht, unter anderem durch Adhesions- und KohSsionskrafte, 
einstellt. 

Die obere Phase muss eine geringere Dichte als die Losung des l^akromolekuls 
aui=weisen und muss gegenuber H2O diffusionshemmende Eigenschaften 
besitzen. Geeignet ist insbesondere Paraffinol. 

Zum Testen der mittleren Phase werden die einzelnen FIQssigkelten fur dife 
mittlere Phase jeweils mit eIner Identlschen Menge der oberen Phase 
uberschlchtet und anschlleBetid bei Raumtemperatur inkubiert. Geeignete 
Flussigkeiten bllden eine Qber einen langeren Zeitraum stabile Phasengrenze 

BUS. 

Um die Dampfdurchlassigkeit der mittleren Phase zu testen, wird die bekannte 
Kristallisation eines Makromolekuls in einem offenen System mIt unterer 
wassriger Losung des l^lakromolekuls und Qberschichteter • mittlerer Phase 
uhtersijcht (ohne obere Phase). Die verdunnte Losung des MakromolekQIs wird 
gefiltert, in eIn Kristallisationsgef^B gegeben und mit der zu testenden 
mittleren Phase Qberdeckt. AnschlieBend wird der Ansatz Qber einen Zeitraum 
von mehreren Stunden bis mehreren Tagen beobachtet. Fails die mittlere 
Phase Wassermolekule aus der Losung des MakromolekQIs ausdIfPundiereh 
lasst, entstehen je nach Diffuslonsoffenheit und Schichtdicke Kristalle. Wenn 
die mittlere Phase die Diffusion von Wasser nicht zul§sst und daher 
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erfindungsgemaB nicht geeignet fst, bilden sich nach mehreren Tagen kelne 
Kristallel 

Da die Losung des Makromolekiils meist auf elner Elektrolytlosung baslert, 
mu6- teDBerdem das Verhalten der mittleren Phase in Bezug zur wassrigen 
Phase bewertet und sichergestellt werden, dass sich die fiir die mittiere Phase 
verwendete Flussigkelt im wesentlichen nicht mit der wassrigen Phase 
vermischt und mit dieser kompatibel ist. 

Urn den Einfluss einer diffusionsoffenen mittleren Phase auf die 
diffusionshemmenden Eigenschaften der obereh Phase zu testen, wird 
zusatzlich mit einer Schicht von ParaffinQ! beschlchtet, die miridestens so dick 
sein sollte wie die Schicht der mittleren Phase. Wenn die mittiere Phase die 
diffusionshemmenden Eigenschaften der oberen Phase nicht substantiell 
beeinflusst, ist kelne Oder zumindest eine erheblich verzogerte Bildung von 
Proteinkristallen zu beobachten." 

Ausfuhrunasbeispiele : 

Beispiel 1: Test der Loslichkeit^der mittler en Phase in der oberen Phase 

Es wird.Paraffinol (Paraffin dunnflussig, Merck; Bestellnummer: 1.07174.1000) 
als obere Phase verwendet und nach einer kompatlblen mittleren Phase 
gesucht. Anstelle des Paraffinols konnen andere FIQssigkeiten verwendet 
werden, die dienen diffusionshemmende Eigenschaft und eIne entsprechende 
Dichte aufweisen. 

Tabelle 1 enthalt eine Auflistung der getesteten Fliissigkeiten, die verschiedene 
Polyslloxane, Zufalls-Coploymere und ein Block-Copolymer umfasst. 



Tabelle 1: 



I . 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylsiloxan-Anteil: ^50% ; Viskositat bei ZS^C: 100 mmVs 

(Siiliconol APlOO, Wacker-Chemle GmbH) v 


II 


Poly(dlmethylsiloxan-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 



200^509 



- - 12 - 





rnenylmetnyiSIIOXSn-Anteil. ~dU vo / viSKOSitac oei v.. ^uu mm /3 
(Siiliconol AP200, Wacker-Chemie GmbH) 


III 


Poly(dimethylslloj(an-Co-Methylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 

nu__..l.»M4-ti««>l<-tlMw<sn Ant-All* OA ■ \/leUrtcil"3i* hoi • ^Of) mm^/S 

Pnenylrnetnyisiioxan-AnteiL. vo , visKosnat dci v». auu mm /a 
(SHliconol AP500, Wacker-Chemie GmbH) 


lY 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylphenylslloxan), Trimethylsllyl-terminiert; 
Pnenylmetnylsiloxan-Anteil: <5Q vo , visKositat oei mm /& 

(Sillconol AR20, Wacker-Chemie GmbH) 


V 


Poly(dimethylslloxan-Co-lviethylphenylsiloxan), Trimethylsilyl-terminiert; 
Phenylmethylsiioxan-Anteil: <50 vo ; visKositat oei ^uu mm /s 

(Siiliconol AR200, Wacker-Chemie GmbH) 


VI 


Poly(dimethylsiloxan-Co-Methylpnenyisiioxanj, i nmecnyisiiyi cermmieru, 
Phenylmethylsiloxan-Anteil: <50 % ; Viskositat bei 25«C: 1000 mmVs 

(Sillconol ARIOOO, Wacker-Chemie GmbH) 


VII 


Poly(dimethylslloxan), Hydroxy-terminlert, ca. 25 cSt bei 25''C 
(SIgma-Aldrich, Bestellnummer: 48,193-9) 


VIII 


Poly(dimethylsiloxan), Hydroxy-terminiert, ca. 65 cSt bei 25<'C 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,195-5) 


IX 


Poly(dlmethylsiloxan), Hydroxy-terminlert, 90-150 cSt bei 25*»C 
(Siqma-Aldrich, Bestellnummer: 43,297-0) 


X 


Poly-dimethylsiloxan, Trimethylsllyl-terminiert 
Hampton-Research, DMS Oil,' Bestellnummer: HR2-593 


XI 


Poly-3,3,3-Triflurpropylmethylsiloxan 
Hampton-Research, FMS Oil, Bestellnummer: HR2-595 


XII 


((N-Pyrrolidonpropyl)-Methylsiloxan-Dimetlnylsiloxan-Copolymer 
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(ABCR, Bestellnummer: YBD-125, Gelest Inc.) 


XIII 


Poly[dlmethylsiloxan-Co-MethVl(3-Hydroxypropyl)siloxan]-graft- 
rOiy^etnyiengiycoijmeLnyieLner 

(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,239-0) 


\/T\ / 

XiV 


roiy |.uiiTietnyisiioxan-L.o-metnyi^^ j-nyaroxy 
Poly(ethylen/propylengiycol)methylether 

(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,034-7) 


XV 


Poly[dlmethylsiloxan-Co-Methyl(3,3,3-Trifluorpropyl)siloxan] 
(Sigma-Aldrich, Bestellnummer: 48,257-9) 


XVI 


Dimethylsiloxan - Ethylenoxid Blockcopolymer 
(ABCR, Bestellnummer: DBE-224, Gelest Inc.) 



In runden GlasgefaBen mit einem Innendurchmesser von 6,5 mm werden je 
500 Mikrollter der zu testenden Flusslgkeit gegeben, mit je 500 Mikroliter 
Paraffinol bedeckt und be! Raujpntemperatur inkubiert. Alie Fliisslgkeiten bilden 
Initial zum Paraffin eine scharfe Phasengrenze. Nach zwei Stunden hat die 
Phasengrenze fQr die Flusslgkelten IV und X berelts an Scharfe verioren, 
bedlngt durch ein Ineinanderdiffundleren beider Fliisslgkeiten. Nach 
24 Stunden 1st dies ansatzweise auch fur die Flusslgkeit I der Fall. Sdmit 
stellen die Fliisslgkeiten II, III, V, VI, VII, VIII, IX, XI, XII, XIII, XIV, XV und 
XVI potentlelle Kandldaten fiir die mittlere Phase des hler beschrlebenen 
Verfahrens dar. Die Flusslgkelten IV, X und bedlngt I fallen aus dem hier 
vorgestellten Selektlonsverfahren aus. Fiir die Flusslgkeit X 1st dies nicht 
verwunderiich, da es sich um das In den modlfizierten Batchverfahren 
verwendete Polydimethylsiloxan (DMS) handelt, was dem Paraffinol beigesetzt 
wird um dieses diffusionsoffener zu machen. Die Flusslgkeit X wurde 
exemplarisch beriickslchtigt. 
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Beispiel 2: Tp>st der DiffusionseiQenschaft der mittleren Phase 

Die zu testenden mittleren Phasen werden mit Wasser abgesettlgt. Dazu wird 
der 2u testenden Flusslgkeit 5 % (v/v) Wasser zugegeben, vermlscht, 
zentrlfuglert und Qber mehrere Tage Inkubfert. Die Absattigung dient dazu, die 
Bildung von Protein kristallen durch Wasserentzug der zu testenden mittleren 
Piiase zu unterblnden. Die Russigkeiten XIII, XIV und XVI erwiesen sicli als 
wenig kompatlbel mIt einer wassrigen Losung. 

Eine Lysozymlosung (25 mg/ml) wlrd wie folgt hergestellt: 50 mg Lysozym 
(Lysozyme, Sigma; Bestellnummer: L-7651) werden komplett in 1 ml Wasser 
aufgel5st, filtriert und mit 1 ml der folgenden Losung versetzt: 5 % NaCI, 
100 mM NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaNa. 

In eine 96-wen Mikrotiterplatte werden pro ProbengefaB 10 Mikrollter der 
Lysozymlosung deponiert und mit je 80 Mikrollter der in Beispiel 1 genannten 
Flussigkeiten Nummer: II, III, V, VI, VII, VIII und IX uberdeckt. Parallel dazu 
wird der gleiche Ansatz erstellt, und weiter mit 100 Mikrollter ParafRnol 
uberdeckt. Beide Ansatze werden bei 22<'C inkubiert und Qber einen Zeitraum 
von mehreren Wochen beobachtet. Bei der Wahl der getesteten Flussigkeiten 
wurden die kostengunstigen potentiellen Flussigkeiten ausgewahlt. 

Die folgende Tabelle gibt die Zeiten in Tagen wieder, nach denen 
Lysozymkristalle beobachtet werden konnten: 



Flussigkeit Nummer 


ohne ParafRnol 


mit Paraffinol 


II 


~8 


~22 


III 


~8 


~22 


V 


~6 


~22 


VI 


^7 


~22 


VII 


~0,5 


^22 


VIII 


~1 


~22 
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IX 



'22 



Somit konnen verschiedene Diffusionselgenschaften der Flussigkelten 
charakterislert werden und deren Einfluss auf die Diffusionseigenschaften des 
Paraffinols ausgeschlossen werden. 



Beispiel 3: DifFusionseiaenschaft en der Hydroxv-terminierten Polvdimethvl- 
siloxane 

Anstelle der in Beispiel 2 genannten r«1ikrotiterplatten werden GlasgefaBen nnit 
einem Innendurchmesser von 6,5 mm verwendet und mit 100 l^ikroliter der 
aus Beispiel 1 genannten Fiussigkeiten Nummer VII, VIII oder IX befullt. 
Parallel dazu wird der gleiclie Ansatz erstellt, und weiter mit 100 MIkroliter 
Paraffinol uberdeckt. AnschlieBend werden den Glasrohrchen 5 Mikroliter der 
in Beispiel 2 beschriebenen Lysozymlosung beigefugt. DIese wandert zum 
Boden des Gefa6es. Innerhalb weniger Stunden wird bei Flussigkeit VII deren 
leichte Eintriibung Im mit Paraffin uberdeckten Ansatz beobachtet. Nacli 
mehreren Stunden 1st diese EIntrubung ebenfalls fur die mit Paraffinol 
Qberdeckten FIQsslgkelten Vllj^ und IX sichtbar. Diese Trubung bieibt fur die 
ni'cht mit Paraffinol uberdeckten Ansatze aus. Wird den mit Paraffinol 
Qberdeckten Ansatzen keine wassrige Phase beigefugt, bieibt eine Eintriibung 
aus. Wird an Stelle der Lysozymlosung reines Wasser verwendet, wird ein 
ahnliches Verhalten beobachtet. Die gemaB Beispiel 3 durchgefiihrte 
Absattigung der Fiussigkeiten 1st insbesondere fQr die Hydroxy-terminierten- 
Dimethylsiloxane wichtig. 

Beispiel 4: Kristallisation von Lvsozvm im Vieroh asensvstem 

Aufbau des Vierphasensystems: Als untere Phase werden in GlasgefaBen mit 
6,5 mm Innendurchmesser je 500 Mikroliter einer Losung von 5 % NaCI, 
100 mM NaOAc pH 4.0, 0.02 % NaNa gegeben. Die Losung bestimmt somit 
den Endpunkt fur die Kristallisation des Lysozyms. AnschlieBend werden als 
mittlere Phase 100 Mikroliter der fn Beispiel 1 genannten Flussigkeit Nummer V 
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zugegeben. Uberdeckt wlrd .das ganze mit 100 Mikrollter Paraffinol als obere 
Phase. 

Ein Mikroliter einer Lysozymlosung gema6 Beispiel 2 wlrd mittels einer Pipette 
unter die Paraffin/Luft Phasengrenze in das Vierpiiasensystem applizlert und 
wandert bedingt durcli den Dicliteunterscinied bis zur Silil<on6l/ParafTin6l 
Pliasengrenze. AnschlieBend wandert die Proteinlosung langsam zur 
Phasengrenze untere Phase/Silikonol und verbleibt dort ubiicherweise als 
stabile vierte Phase In Form elnes Tropfens. Der Endpunkt der Konzentration 
wird durch die Zusammensetzung der unteren Please bestimmt. Gelegentlich 
wird auch eine unerwQnschte Verelnlgung der vierten Phase mit der unteren 
Phase beobachtet. Es bllden sich Proteinkristalle (Rgur 4). Verwendet man 
anstelle der Flussigkelt V die FIQssigkelt VI, so stabllisiert sich der Tropfen in 
der Regel an der Phasengrenze Paraffinol/Silikonol. Dies gilt insbesondere fur 
Tropfen <1 Mikroliter. Es bllden sich ebenfalis Proteinkristalle. 

Die in diesem Beispiel genannten Flussigkeiten Nummer V und VI sind 
Copolymere. Sie unterscheiden sich in der Viskositat und somit in der 
L§ngenverteilung der jeweiligen Polymerketten. Es ist somit ersichtlich, dass 
die Lange- und Langenvert;gilung des Phenylmethylsiloxans, sowie das 
Volumen der Proteinlosung einen nicht unerheblichen Einfluss auf das 
Verhalten des Systems haben. Dlese Parameter konnen je nach Anwendung 
eingestellt und optimiert werden. Auch uber die Zugabe von Zusatzstoffen 
(z.B. Stabllisatoren, Block-Copolymere, insbesondere Di- und/oder Trlblock- 
Copolymere) kann das System welter optimiert werden. 

Bel Verwendung von Glasrohrchen oder Glaskapillaren kann die 
Doppelbrechung der Proteinkristalle zur Detektion genutzt werden. Der Boden 
des GefaSes muss optisch homogen seln. HIerzu wird polarisiertes Licht mit 
einem 90° versetzten Analysator zur Totalextinktlon gebracht, wobei Kristalle 
nicht-kubischer Symmetrie je nach Ausrichtung ein LIchtslgnal zeigen (FIgur 
5). Des weiteren bilden sich bel der Verwendung von Glas an der 
Phasengrenze unten/Mltte sowie Mitte/oben Jewells ein konkaver Meniskus 
aus, was zu einer Zentrierung des Tropfens fQhrt (slehe FIgur 4). Dies Ist fQr 
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die Analyse der Kristallisations-experimente von Vorteil. Die Oberfiachen- 
eigenschaften des Gefa6es Iconnen auf diese Art so ausgewaJilt werden, dass 
sie das Verfahren vortellhaft beeinflussen. 

BeisDiel 5: Kristaliisation im Vlerphasensvstenn mit r aumiiclner Abtrennuno der 
Proteinlosuna von der unteren Pliase 

Ein Dreiphasensystem wird in einer 96-well Kristallisationsplatte (Greiner bio- 
one. Protein Kristallisationsplatte, 96 well; Bestellnummer 609120) wie oben 
beschrieben etabliert. Dabel ist es wichtig, dass die untere Phase nicht uber 
die Ausbuchtung und/oder Ausorenzuna liinausragt (siehe Figur 6). Die 
mjttlere Phase wird dann appliziert, bis der gesamte Querschnitt einer 
Probenposltlon bedeckt ist. AnschlleBend wird mit Paraffinol uberdeckt (obere 
Phase, slehe Rgur 7). Die mittlere Phase kanh auch nach der oberen Phase 
appliziert werden. 

Ais Richtwerte gelten folgende Volumina: 300 Mikroliter Ausf§llungsreagenz, 
90 Mikroliter der mittleren Phase, 120 Mikroliter Paraffinol und 2 Mikroliter 
Proteinlosung. . 

Die Anspruche an die mittlere Phase sind bezuglich der Stabillsierung des 
Proteintropfens wenlger stringent als bel Beispiel 4. Zwel Mikroliter einer In 
Belsplel 2 beschriebenen Lysozymlosung wIrd so appliziert, dass sie in die 
Ausbuchtung des GefaBes positlonlert Ist oder dorthin wandert. Sie blldet einen 
Tropfen aus, der von der mittleren Phase und der GefaBwand umgeben ist. Die 
Rgur 7 zeigt ein Kristallisationsexperiment bel dem die Flusslgkelt Nummer IX 
als mittlere Phase verwendet wurde. Protelnkristalle bllden sich Im Falle der 
Flusslgkelt IX nach zwel Tagen. Be! Verwendung der Hydroxy-terminierten- 
Polysiloxane (Flussigkeiten VII, VIII und IX) kann des ofteren ein AufrelBen 
der oberen Paraffinschicht beobachtet werden, insbesondere wenn geringere 
Volumina des Paraffinol verwendet werden. Die. hier verwendete 
Kristallisationsplatte lasst jedoch keine Appllkation von groBeren Mengen 
Paraffinol zu. Dagegen eriaubt die Verwendung eines Probentragers mit einem 
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erhohten Rand die Applfkatlon einer ausrelchenden Schlcht Paraffinols uber 
den gesammten Probentrager. 

Figuren: 

Figiir 1 zeigt vereinfacht und schematisch das unterschiedliche Verhalten der 
gangigen KristallisaOonsverfahren In einem Phasendlagramm. [L], [M] und [U] 
bezeichnen jeweilig die losllche, metastabile und unstabile Region des 
Phasendiagramms. 

Figur 2 zeigt den sclnematischen Aufbau :eines erfindungsgemaSen 
Dreipinasensystenns mit einer tropfenformigen vierten Phase, die an der 
Pliasengrenze zwisclien der oberen und mittleren Phase iol<alisiert ist. 
ErfindungsgennaB findet eine Diffusion von Wasser nach oben im wesentiichen 
nicht statt. [I], [II] und [III] entsprechen der oberen, mittleren und unteren 
Phase. ' 

Figur 3 zeigt eine Photographle von drei erfindungsgemaBen 
Dreiphasensystemen, bel denen Jewells die Losung des r^akromolel<uls 
tropfenformig zwischen der oberen und mittleren Phase lol<alisiert ist. 

Figur 4 zeigt in GroBaufnahme ^ine Losung des r^akromolei<uls, die sich an der 
Phasengrenze zwischen der mittleren und unteren Phase positionert hat. 

Figur 5 zeigt fur den selben Ansatz wie Figur 4 in GroBaufnahme die Kristalle, 
die sich in eInem erfindungsgemaBen Dreiphasensystem gebildet haben. Die 
Lysozymkristalle sind mit polarlslertem LIcht und mIt eInem 90** versetzten 
Analysator detektierbar. 

Figur 6 zeigt eine Ausfuhrungsform, bei der die Losung des i^akromolekuls 
durch eIne Ausbuchtung Im GefaB daran gehlndert ist, sich welter zu der 
unteren Phase hln zu b.ewegen. Die Diffusion von H2O erfolgt In Pfellrlchtung. 
[I], [II] und [III] entsprechen der oberen, mittleren und unteren Phase. 

Figur 7 ist ein Photo von oben auf ein erfindungsgemaBes System, bei dem drel 
Ausbuchtungen gemeinsam an einem Reservoir angeordnet sInd. In der 
mittleren Ausbuchtung sind deutllch sichtbare Kristalle entstanden. Die 
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Ausbuchtungen sind mit d em ..Reservoir uber eine durchgangige mittlere Phase 
verbundeh, durch die H2O zum Reservoir diffundleren kann. 

Figur 8 zeigt die Aufsicht eines erfindungsgemaBen Probentragers zur 
autuvnatisierten Durchfuhrung des Kristalllsationsverfahrens- 

Figur 9 zelgt elnen Tell eines Querschnitts durch einen erfindungsgemaBen 
Probentrager. Bei der gezeigten Ausfiihrungsform sind in den einzelnen 
ProbegefaBen, von denen drei in einer Reihe dargestellt sind, gegenuber dem 
GefaBboden erhohte Ausbuchtungen vorhanden, in die oder Qber die die Losung 
des Mal<romolel<uls appliziert wird. Der Probentrager ist durch einen erhohten 
Rand gekennzeichnet, der es ermoglicht, die einzelnen ProbengefaBe mit der 
mittieren Phase zu befullen und die mittleren Phasen mit einer durchgangigen 
oberen Phase zu uberschichten. Dadurch wird der Vorgang der Bereitsteiiung 
eines erfindungsgemaBen Dreiphasensystems betrachtlich vereinfacht. 

FiQur 10 zelot eine Ausfuhrungsform, bei der die Losuno des Makromoiekuls 
durch eine Ausorenzuna im GefaB daran oehindert 1st, sich mit der unteren 
Phase zu vereinioen. Die Diffusion von H^O erfolat in Pfeiirichtuna. ri], ril] und 
[nil entsprechen der oberen, mittleren und untere n Phase, Der Boden des 
Probentragers ist aus Glas uf\d ermoolicht Protelnkristalle ■ nicht-kublscher 
Svmmetrie mittels polarisiertem Licht und einem 90^ versetzten Analvsator zu 
detektleren. Die Kristallisation kann mittels eines invertierten Mikroskopes 
beobachtet werden, was die Oualitat der Beobachtuno welter steioert. 

Figur 11 zeiat die Aufsicht eines erfindunosQem aBen Probentragers zur 
automatisierten Durchfuhrung des Kristallisationsverfahrens. 

Figur 12 zeiat einen Teil eines Querschnitts durch einen erfindnosqemaBen 
Probentrager, Bei der oezeiaten Ausfuhruncsform sind in den einzelnen 
ProbenqefaBen. von denen drei in einer Reihe dargestellt sind. oeoenuber dem 
GefaBboden erhohte Ausorenzungen vorhanden, in die oder Qber die die Losung 
des Makromoiekuls aopliziert wird. Der Probentrager ist durch einen erhohten 
Rand oekennzeichnet. der es ermoolicht, die einzelnen ProbengefaBe mit der 
mittleren Phase zu befullen und die mittleren Phas en mit einer durchgangigen 
oberen Phase zu uberschichten. Dadurch wird der Voroanq der Bereitsteiiung 
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Gines erfindunasQemaSen' Dreiphasensystems betrachtllch verelnfacht. Per 
Probentrager besit2± einen Boden aus Glas, wodurch die Detektion von Kristallen 
nicht kubischer Svmmetrie stark vereinfacht wird. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Kristallisatlon von Makromolekulen unter Verwendung eines 
GefaBes, enthaltend eine untere wassrige und eine mittlere Phase, 

wobef eine wassrige Losung der Makromolekule In die mittlere Phase 
gegeben wird, 

wonach eine obere hydrophobe Phase rhit geringerer Dichte als die 
untere wassrige Phase iiber die mittlere Phase geschichtet wird, 

Oder 

eine obere hydrophobe Phase mit geringerer Dichte als die untere 
wassrige Phase uber die mittlere Phase geschichtet wird, 

wonach eine wassrige Losung der lyiakromolekule in die mittlere 
Phase und/oder obere Phase gegeben wird, 

und inkubiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch i, dadurch gekennzeichnet, dass die wassrige 
Losung der lyiakromolekule eine vierte Phase bildet, die sich nicht 
unmittlelbar mit der unteren Phase vermischt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die vierte Phase 
nach Einbringen in das GefaB zur Phasengrenze zwischen der unteren und 
mittleren Phase oder zur Phasengrenze zwischen der mittleren und oberen 
Phase wandert. 

4 Verfehren nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass das 
.GefaB so ausgestaltet ist, das die vierte Phase nicht in Kontakt mit der 
unteren Phase kommt. 

5 Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die vierte Phase 
in einer Ausbuchtung lokalisiert ist. 
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6 Verfahren nach mfndestens einem der Anspruche 2 bis 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass sich die vierte Phase solange nicht vollstandig mit der 
unteren Phase vermischt, bis die Kristallisation in der vierten Phase Oder an 
efner Phasengrenze zur vierten Phase einsetzt. 

7 Verfehren nach mindestens eInem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
* gekennzeichnet, dass durch die obere Phase uber die Dauer des 

Krlstallisationsvorgangs im wesentllchen keine Diffusion von H2O aus dem 
GefaB stattfindet. 

8 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch 
gekennzeichnet, dass die obere Phase ParafRnol enthalt. 

9 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 2 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dass die mittlere Phase so ausgewahit 1st, dass eine 
Diffusion von H2O von der vierten Phase in die untere Phase stattfindet. 

10 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch 
gekennzeichnet, dass die mittlere Phase Hydroxy-terminiertes 
Dimethylsiloxan und/oder Phenylmethyl-Siliconol enthalt. • 

11 Verfahren nach mindester^'s einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch 
. gekennzeichnet, dass die untere wassrige Phase Saize, Puffersubstanzen, 

Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalt. 

12 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Losung des Makromolekuls SaIze, 
Puffersubstanzen, Polymere und/oder organische Losungsmittel enthalt. 

13 Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Makromolekule Proteine, DMA. RNA, Komplexe 
von Makromolekulen, Protelnkomplexe, Protein/Ligandenkomplexe, 
DNA/Ligandenkomplexe, Proteln/RNA-Komplexe Oder Proteln/DNA- 
Komplexe sind. 

14 Krlstalle von Makromolekulen, die durch ein Verfahren nach einem der 
• Anspruche 1 bis 13 erhalten werden. 
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15 Vorrichtung zur Kristallisation von Makromolekulen, bei der eine Vieizahl 
von ProbengefaBen zu elnem Probentrager angeordnet sind, wobel der 
Probentrager einen durchgangigen Rand aufweist, der hoher angeordnet 1st 
als die Offnungen der ProbengefaBe. * 

16 Vorrichtung nach Anspruchi 15, wobei in den ProbengefaBen jeweils 
mindestens eine gegenuber dem Boden der ProbengefaBe erhohte 
Ausbuchtung und/oder Ausgrenzuno vorhanden ist. 

17 Vorrrichtung nach Anspruch 15 und/oder 16, wobei der Boden des 
Probentragers optisch homogen ist. 

18 Drelphasensystem zur Kristallisation von l^akromolel<ulen, bei dem in 
elnem GefaB drel flussige Phasen ubereinander vorliegen, wobel diese eine 
untere wassrige Phase, eine mittlere Phase und eine obere hydrophobe 
Phase mit geringerer Dichte als .die untere wassrige Phase sind. 

19 Verwendung eines Verfahrens nach Anspruch 1, der Vorrichtung nach 
Anspruch 15 oder 16 und/oder eines Dreiphasensystems nach Anspruch 17 
zur automatlslerten Kristallisation oder zum automatisierten Screening. 

20 Strukturen von Makromolel^ulen, die bei der Analyse von Kristallen gemaB 
Anspruch 14 ermittelt werden. 



200ilb509 



- 1/10 - 




X - MikroTBatch PO 

Y - abgewandelte Mikro-Batch 

Z - kiassische Mdliode 

Protzeinkiistalle 



[Ausfallungsreagenz] 



Figur 1 
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Figur 2 
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Figur 8 
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